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論 文 内 容 要 旨
1965年 にBanghamら はリン脂質を塩類溶液 に懸濁 した際に形成 されるリン脂質穎粒を電子
顕微鏡で観察 した結果,こ の リン脂質穎粒が リン脂質2分 子層膜か らなり,内 に水相を保待 した
小胞体であることを明 らかにした。このような人工脂質膜小胞は リボソームと呼ばれている。
リボ ソームはホスファチジルコリンなどの リン脂質とコレステロールなどの脂質混合物から調製
される。この リボソームが基本的物性の点で生体膜 とよく一致することか ら,生 体膜関連現象の
研究材料 として用いられるよ うになった。一方水溶性物質の透過に対する脂質膜の抵抗性に着 目
して,種 々の水溶性薬理活性物質を リボソームに封入 し,活 性発現を調整する試み も盛んである。
リボソームを応用する研究分野の多様化にともなって,従 来,リ ン脂質等の脂質のみから作成
されていた リボソームに,研 究目的に応 じて各種の物質が導入されるようになってきた。その多
くは,脂 質溶解性あるいは両親媒性物質で,リ ボソーム膜の リン脂質炭化水素鎖相 との相互作用
によって安定化することができた。 しか し,多 くのタンパク質抗原や抗体 は水溶性であるため,
本来の立体構造ではリボソーム膜の炭化水素鎖相と親和性を示さない。一方,こ れ らの免疫関連
のタンパク質の リボソーム膜への導入 は,抗 原細胞モデルや抗原細胞特異的結合性をもつ薬物担
体 として リボソームを応用す る上で興味深 い。本研究では,こ れ らのタンパク質を共有結合1ζよ
って リボソーム膜表面に固定することを試み,ま た,そ の免疫学的応用について検討を加えた。
新規物質を導入 したリボソームの調製にあたって,物 質が導入されたか否かを判定す る方法が
必要 となる。タンパ ク質を導入す る場合,Lowry法 では,リ ボソーム構造の どの位置にタンパ
ク質が導入されたかを確認す ることはできない。そこで細胞表面抗原 の検討出法にならって,各
種の免疫反応が用い られている。その中で もリボソーム免疫凝集反応は反応系が単純であり,各
種のハプテン結合 リボソーム系で利用されている。これまで リボソームの凝集反応は,光 散乱性
の変化や沈降速度の変化 として捉えられてきた。本破究では,よ り簡便で多試料を処理するのに
適 した リボソーム微量免疫凝集を考案 し,そ の有効性を検討 した。その原理は,凝 集 リボソーム
をガラス繊維フィルターで分離定量す ることである。既に確立されたハプテン修飾 リボソームを
用いて検討 した所,フ ィルターで分離 されるリボソームの率(残 存率)は,リ ボソーム抗原量,
添加抗体量,な らびに,添 加遊離抗原量 とよく相関 し,リ ボソームの免疫凝集反応をよ く反影し
ていることが明 らかとな った。.
タンパク質 とリボソーム膜構成脂質の間に共有結合を形成させる場合,リ ボソーム側 の反応基
としては,ホ スファチジルエタノールア ミンの ユ級ア ミノ基が,ま たタンパク質側の反応基 として
は1級 ア ミノ基やカルボキシル基が有効 と考えた。
Tolylene-2,4-diisocyanate(TDIC)は アミノ基反応性のイソシアン酸を分子内に2つ も
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つ 。 これ らは,異 な る分 子 上 のア ミノ 基 と反 応 す ることで 分 子 間 に 架 橋 が 形 成 され る。 このTDIC
を用 い てdansy1化BSAを リボ ソ ーム膜 土 に固 定 す る こ とを試 み た。TDICで ホ ス フ ァチ ジル
エ タ ノー ル ア ミン含 有 リボ ソー ム と し,続 い て,こ の リボ ソ ー ム とdansy玉 化BSAを 反 応 さ せ
た所,抗 一dansy1一 抗 体,抗 一BSA一 抗 体 で 凝 集 反 応 を 呈 すdansyl化BSA結 合 リポ ソ
ー ムが 得 られ た
。 このdansyl』 化BSA結 合 リボ ソ ー ム とMethA細 胞 と を イ ンキ ュベ ー ショ ン
し た所,抗 一dansyl一 抗 体,抗 一BSA一 抗 体 と反 応 す るdansyl化BSAを 表 面 に もつMeth
A細 胞 が 得 られ た。 しか しなが ら,TDICは 非 水 溶 性 で 取 り扱 いが 難 し く,ま た容 易 に ポ リマ ー
を形 成 す る。 このポ リマ ーを最 終 的 に 得 られ たdansyl化BSA結 合 リポソ ー ム溶 液 か ら除去 す る こ
とが 困 難 な ため,TDICを 用 いて 調 製 され た タ ンパ ク結 合 リボ ソ ー ム は応 用 性 の 点 で 問題 が あ る
と考 え た。 一方,1-ethy173一(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide(EDCI)は 水 溶
性 で 取 り扱 い も簡 単 で あ る。 このEDCIを 用 いて,抗 体 結 合 リボ ソ ー ム の調 製 を試 み た 。 そ の 結
果,ECDIに よ って抗 体 の 結 合 特異 性 を リボ ソ ー ム膜 表 面 に導 入 で き る こ とが 明 らか とな った 。
しか し,EDCIは ア ミノ基 と カル ボ キ シル 基 を 無 差 別 に縮 合 させ る ため,抗 体 の結 合 活 性 が著 し
く低 下 す る。
以上 の こ とか ら,リ ポ ソ ーム ー タ ンパ ク質結 合 は,目 的 とす る タ ンパ ク質 の機 能 を考 慮 して,
タ ンパ ク質 側 の反 応 基 を選 択 しな け れ ば な ら ない と言 え る。 この 考 え に 従 って,IgMの 還 元 サ
プ ユ ニ ッ ト(IgMs)が 抗 原 給 合 部 位 か ら離 れ た位 置 にスル フ ヒドリル基 に 着 目 した6ス ル フ ヒ ドリ
ル基 と結 合 す る リボソーム側 の 反 応 基 としてはマ レイ ミド基 を 用 いた。 す なわ ち,m-maleimido一
ミ
benzoyl-N-hydroxy-succinimideesterと ホ ス フ ァチ ジル エ タ ノ ール ア ミンか らN .一(m-
maleimidobenzoyl)一phosphatidylethanolamine(MBPE)を 合成 し,MBPEを 含 む リポ ソ
ーム とIgMsと か らIgMs結 合 リポ ソ ー ムを 調製 した 。IgMと して マ ウス乳 癌 特 異 抗 原(MM
抗 原)に 対 す る モ ノ ク ロ ーナ ルIgM,2山11-Gを 用 い た所,MM抗 原 陽性 細 胞 に の み効 率 よ く
結 合 す る リボ ソ ー ムが 得 られ た 。 ま た,IgMsはFc部 位 を 有 す る もの のFc部 位 を介 して リポ
ソ ーム に結 合 し た ため,補 体 活 性 化能 を 消 失 して い た。
以上 の こ とか ら,こ の 手法 を用 いて 調製 され たIgMs結 合 リボ ソ ー ム はinvivoに お け る 標
的 細 胞(癌 細 胞)特 異 的 な薬 物(制 癌剤)の 担 体 と して 期 待 され る 。 しか し,マ ウス の抗 体 は ヒ
ト体 内 で異 物 と して 認識 さ れ,ア レル ギ ーを 誘 発 す る ことが 考 え られ,ま た,実 験 動 物 腫 瘍 と同
様 に ヒ ト腫 瘍 に つ いて も特異 抗原 が解 明 され た例 は少 な い 。 した が って,ヒ ト癌 の治 療 にIgMs
結 合 を利 用 す る ため に は,ヒ ト癌 特 異 抗原 の 解 明 とそ れ に対 す る ヒ ト型 の モ ノ ク ロ ーナ ルIgM
の 開発 が必 要 と考 え る。 同 時 に,本 研 究 で 用 い たMM抗 原 陽 性 癌 細 胞 と2-11-GIgMs結 合 リ
ボ ソ ーム の組 み合 せ で,封 入 薬 物 の検 討 や,投 与 ル ー ト,等 の研 究 が 重 要 と考 え る。
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審 査 結 果 の 要 旨
人工脂質小胞,リ ポソームは細胞膜モデルと して着目され,ま たその細胞膜への親和性を利用
して各種薬剤の細胞内への輸送を計ることも検討されている。
本研究はリボソームを抗原細胞モデルとして用いること,及 び リボソーム表面に抗体を結合さ
せて,抗 原細胞に選択的に薬物の輸送を行うモデル系を確立す ることを目的 として行われた。
先づ,基 本的な研究 として リボソームに結合 した抗原を定量的に測定するための方法が開発さ
れた(第2章)6抗 原修飾 リボソームは対応抗体の存在で凝集 し,ガ ラス繊維浜紙を通過 しなく
なることに着目し,ま た多数の検体を処理可能なよ うにミクロテス トプ レー ト中での反応後,細
胞収集装置を用いて リボソームの凝集度を定量化することに成功 した。この方法を用い,定 量條
件を確立すると共に,ハ プテン及びタンパク修飾 リボソ ームについて抗原量と凝集の相関を求め
た結果,本 法は既存の方法に比し優れていることを確認 した。
次にタンパ ク質を リボソーム表面に効率よ く結合 さてる方法について検討 した。そのための架
橋剤 としては トリレンジイソシアナートまたは1一 エチルー3一(3一 ジメチルア ミノプロピル)
カルボジイ ミドなどが適切であることを認め,こ れらの架橋剤により,蛍 光標識タンパク及び抗
ヒッジ赤血球抗体をリボソーム表面に結合させることに成功 した(第3章,第4章)。
上記の方法はいくつかの点で欠点があ ったため,よ り有用な リボソームへの抗体結合法を検討
した・.(第5章)。 一般に抗体 としてはIgGが この方面の研究で用いられていたが,IgMを 還元
して得 られているIgMモ ノマーには遊離 のSH基 が存在する ことに着 目 し,予 めSH基 と反応
性の高いマレイ・ミド基を導入 した リボソームを作成 した後にIgMモ ノマー と反応 させたところ,
効率よ くIgMモ ノマーは リポソ「ム表面に結合す ることを確認 した。 この方法 を用●い,マ ウス
乳癌抗原に対するモノクローナル抗体で修飾 した リボソームを作成 し,種 々の細胞に対する リポ
ソームの結合性をみたところ,抗 原選択的に細胞への結合 がおこることを認めた。
この研究はリボソームを用いて抗原選択的に'薬物を輸送する有用なモデルを開発 した点で高 く
評価 され,博 士論文に値するものと考える。.
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